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　In　this　study　the　possibility　of　clinical　applications　of　photodynamic　diagnosis　was　evaluated　by
examining　the　spectrum　of　pheophorbide　derivatives　（PH－1126）　on　the　pancreatic　tumor　and　normal
pancreatic　tissue　in　rabbits　with　VX－II－derived　pancreatic　tumor．　Transplantation　of　pancreatic
tumor　was　successful　in　57　of　58　cases．　ln　the　normal　pancreatic　tissue　the　fluorescence　showed　a
maximum　value　at　48　hours　after　administration　of　the　pheophorbide　derivatives，　and　thereafter
decreased　rapidly．　On　the　other　hand　in　the　pancreatic　tumors，　fluorescence　showed　a　maximum
value　72　hours　after　administration，　decreasing　gradually　thereafter．　The　fluorescent　intensity　of
pheophorbide　derivatives　in　pancreatic　tumor　was　16．1　times　that　of　normal　pancreatic　tissue　at　72
hours　after　administration．　A　newly　invented　operative　microscope　designed　for　fluorescence　image
analysis　showed　fluorescence　in　the　pancreatic　tumor　and　metastatic　lymph　nodes．　These　results
suggested　the　possibility　of　clinical　applications　for　photodynamic　diagnosis．
1．緒 言
　光感受性物質はレーザー光の照射により光化学反
応が起こり，蛍光を発生する．腫瘍に集積性のある
光感受性物質を生体内に与え，レーザーを照射し発
生した蛍光を画像解析することで，腫瘍の局在診断
をすることが可能であり，これを光線力学的診断，
Photodynamic　Diagnosis（PDD）という．この
PDDは1960年代にLipson1）らにより開発された
光感受性物質であるヘマトポルフィリン誘導体
（HpD）よりはじまり多くの光感受性物質2）3）が開発
された．一方，光源であるレーザーの改良から，金
蒸気レーザー，アルゴンダイレーザー，エキシマダ
イレーザ一等が開発され4）5）6）PDDの診断の有用性
が高まってきている．PDDに使用するレーザーは，
1ワットに満たない低出力レーザーであり正常組織
に障害を与えないことから，積極的に癌の診断の研
究がなされるよ になってきた7）．
　本研究で使用する光感受性物質のPH－1126【浜理
薬品工業（株）】8）は正常組織からの消失が早くかつ，
（1994年5月10日受付，1994年5月19日受理）
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　　図1 Structure　of　PH－1126．
皮膚光感作性も少ない．PH－1126の腫瘍集積性につ
いては家兎の肝腫瘍9）やマウスの移植腫瘍10）に対
し，それぞれの腫瘍組織に集積が高いことが明らか
になっている．しかし，PH－1126の膵腫瘍の集積性
は未知であり，今回兎の実験膵腫瘍に対する集積性
を正常組織と比較検討した．これらの目的のため，
エキシマダイレーザーを用いPH－1126の蛍光を経
時的に観測し，各組織間で比較検討した．また新た
に開発した手術顕微鏡蛍光画像解析装置により，膵
腫瘍と転移したリンパ節に対しPDDの可能性を検
討した．
II．対象と方法
　1．VXII癌細胞株の保持と移植
　実験には1．9～2．5kgの日本白色家兎（雌）を用
いた．移植腫瘍に用いたVXII癌細胞株は，家兎の
大腿に4週毎に継代して保持した．
　VXII癌細胞を膵臓に移植させるため，　VXII継代
家兎にPentobarbital　sodium，40　mg／kgを耳介静
脈より注射し全身麻酔下にて大腿から腫瘍を摘出し
壊死組織部分を除去した．Phosphate　Buffered
Saline液中で眼科尖刀で細切し，　VXII癌細胞浮遊
液を作製した．浮遊液を1200rpmで5分間遠沈し
上澄みを除去後再度遠沈して，1mlに1×108個の
VXII癌細胞を作製した．正常兎を麻酔下で開腹し
1×106個のVXII癌細胞株を膵臓に注入し，注入後
7日目に再度開腹し腫瘍径が5mm～10　mmの固形
膵腫瘍を作製した．
　2．PH・1126の特性とエキシマダイレーザーによ
　　る蛍光スペクトルの経時的変化の観測
　光感受性物質はPheophorbide環のD－ringにア
ミンをエステル結合させたPheophorbide誘導体
（PH－1126）を使用した（図1）．
　PH－1126を耳介静脈より1mg／kgを投与し，正
常組織と膵腫瘍でのPH－1126の分布状態を24時
間から96時間まで6時間毎に経時的に蛍光スペク
トルを測定した．測定各時間ごとに丁丁兎を全身麻
酔下において，膵臓を摘出しエキシマダイレーザー
【浜松ホトニクス（株）】を用いた内視鏡蛍光分光装
置により，蛍光スペクトルの測定を行い腫瘍部分と
正常部分の蛍光強度の比較を各時間にて観測した．
　3．蛍光顕微鏡を用いたPH－1126の腫瘍分布状
　　態の観測
　PH－1126の腫瘍組織内分布状態を調べるため，摘
出標本を，TiSsue－Tek【Miles，　USA】にて包埋し摂
氏一80度に速やかに凍結し，クリオスタットで10
μmの凍結切片にした．各切片を蛍光顕微鏡でPH－
1126を405nmの波長で励起させ，500　nm以下の
励起光を取り除き，組織より発生する蛍光を連続撮
影し合成後観察した．また同一の組織標本をHE染
色しVXII癌細胞分布とPH－1126の蛍光分布を確
認し比較検討した．
　4．手術顕微鏡蛍光画像解析装置の特性と　PH－
　　1126の蛍光画像解析
　本装置は手術顕微鏡【Topcon－OMS－600】を母体
として組み立てた（図2）．照射光源は光感受性物質
も励起できる水銀キセノンランプを使用し，蛍光観
測の励起時のみバンドパスフィルターを挿入し，波
長405nmの光線を取り出した．この光は管腔ファ
イバーで手術顕微鏡本体に導入され，組織内に集積
している光感受性物質の励起に用いた．励起される
範囲は焦点距離175mmを用いると長径40　mmと
なり，焦点距離350mmで長径80　mmであった．
この励起範囲内から出ている光はカットフィルター
によって励起光を除き蛍光のみにして蓄積型CCD
カメラ（ビジテック）で受光し画像とした．蛍光画
像はビデオ録画した．
　VXII癌細胞株を移植後16日にPH－1126を投与
し72時間後に蛍光画像を観測した．この蛍光画像は
PH－1126励起用に波長405　nm，出力23．20　mW／
cm2の光線を照射し，650　nm以下の光をcut　filter
で励起光を除去し，腫瘍集積と周囲リンパ節転移へ
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図3　実験膵腫瘍の摘出標本．
　　十二指腸に囲まれた膵頭部に腫瘍長径8．2mm大の腫瘍
　　を認める．
図2　手術顕微鏡蛍光画像解析装置．
、凝，
図6　PH－1126投与後72時間後の正常膵組織の再構築
　　像（×100）．PH－1126の赤い蛍光は認められない．
図7　蛍光顕微鏡（×100）で連続撮影した膵腫瘍の再構
　　築像．左方にPH－1126の赤い蛍光を認められるが，
　　上方には蛍光を認めない正常膵組織が存在し，右下
　　に壊死組織を認める．
図8膵腫瘍のHE染色像（×40）．大小核不同のVXII　図9転移したリンパ節の蛍光顕微鏡（×100）での再構
　　癌細胞を認めその右側に腺房細胞を認める．　　　　　　築像．均一な赤い蛍光を認める．
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t
図10転移したリンパ節のHE染色像（ルーペ像）
　　リンパ濾胞内に核不同のVXII癌細胞を認める．
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pancreatic　tumor
duodenum
図11手術顕微鏡蛍光画像解析装置による膵腫瘍
　　の蛍光画像（×4）．膵腫瘍と腸管に赤い蛍光を認
　　める．
metastatic　lymph　node
mesenteric　artery　＆　vein
duodenum
図12手術顕微鏡蛍光画
　　像解析装置による転移
　　したリンパ節の蛍光画
　　像（×4）．腸間膜動静脈
　　周囲に赤い蛍光を認め
　る．
図13転移したリンパ節のHE染色（×20）像．
　　VXII癌細胞の周囲にリンパ球の集積を認め
　　る。
鑓
ノ
蓼
（4）
一　554　一
の集積を検討した．
III．成
1．担癌家兎の日空変化
績
東京医科大学雑誌
　58羽の兎に1×106個のVXII癌細胞株を注入し，
57例の兎の膵臓に膵腫瘍を生着させた．未生着の1
例は注入の際注入針（27G）が膵組織を貫通し膵組
織外へ注入されたためであった．生干家兎3例の注
入後4日目で腫瘍の長径は，それぞれ4．7mm，5
mm，5．5mmであった．7日目では，腫瘍の長径は
平均9．2mm（n＝49，　SD．＝1．2）であった（図3）．
10mm以上の腫瘍では内部に壊死組織を認めた．19
日目では，腫瘍の長径は，平均30mm（n＝5，　S．D．＝
2．1）で全例にリンパ節転移を認めた．その後食餌摂
取不良となり，30日目前後（n＝3）で死亡した．こ
れらの結果より，膵腫瘍観察にはPH－1126の投与
時期を，VXII癌細胞株注入後7日目とし以下の結
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図4　各時間の蛍光スペクトル．
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果を得た．
　2．PH・1126の組織内集積性の経時的変化
　PH－1126の蛍光スペクトルの観測では，652．4
nmにピークをもつ蛍光スペクトルとして観測され
た（図4）．PH－1126投与後，24時間では，正常膵部，
膵腫瘍部とも蛍光ピーク値が，蛍光スペクトルの予
測最高値の20％に満たず，両者に差を認めることが
できなかった．48時間では，正常膵部，膵腫瘍部と
も蛍光ピーク値が100％に達しており，48時間で正
常膵，膵腫瘍にPH－1126の集積性に差は認められ
なかった．72時間たつと，正常膵部で蛍光スペクト
ルを認めることはできず，膵腫瘍部では，蛍光ピー
ク値が110％に達し，両者のPH－1126の集積に顕
著な差を認めた．また，観測されたスペクトルピー
ク値の最高値を100％としてPH－1126の蛍光スペ
クトルの経時的変化を測定時間毎に比較した（図5）
（n＝49）．正常膵組織では，48時間でPH－1126の蛍
光強度はピークを示しその後急速に減衰し72時間
ではほとんど消失した．また膵腫瘍部分では，PH－
1126の蛍光強度は72時間でピークを認め以後緩や
かに減衰した．24時間，48時間，72時間のPH－1126
の蛍光強度を比較すると，24，48時間では，正常膵
組織と膵腫瘍組織の蛍光強度比は，各々0．8，1．0で
ほぼ同じ強度の蛍光を有したが，72時間では膵腫瘍
組織は正常膵組織の16，1倍の蛍光強度を有した．
　3．蛍光顕微鏡と組織標本の検討
　PH－1126投与後72時間の凍結切片を蛍光撮影し
た連続写真を基に，膵腫瘍全体を再構築し合成した
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72時間において，正常膵部と膵腫瘍部に蛍光ピ
ークパワーの差を認める．
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　　　　24時間　　　48時間　　　72時間　　　96時間
図5PH－1126の蛍光スペクトル強度の経時的変
　　化．
　　正常膵部では，48時間で蛍光強度はピークを示
　　し，その後緩やかに減衰していったが，膵腫瘍
　　部では，72時間でピークを示し以後緩やかに減
　　衰した．
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写真と，同一標本を凍結切片せずにホルマリン固定
後HE染色した標本を比較検討した．正常膵組織で
はPH－1126の蛍光は認めず，全体に暗い緑色を呈し
た（図6）．一方，膵腫瘍部での蛍光写真では，図上
方にPH－1126の観測されていない正常膵が存在
し，暗い緑色を呈しており，図下方には膵腫瘍と壊
死組織が認められる．左側の膵腫瘍は，PH－1126の
赤褐色の濃淡の混在したまばらな蛍光を示し，その
右側には蛍光のみられない青色の壊死部分を認めた
（図7）．正常膵と腫瘍部の境界のHE染色では腺房
細胞の存在する膵組織の左方に大小核不同のVXII
癌細胞を認めた（図8）．また転移したリンパ節にお
いては均一で膵腫瘍より明るい赤褐色の蛍光が認め
られ（図9），HE染色ではリンパ節に，転移した
VXII癌細胞が認められた（図10）．
　4．手術顕微鏡蛍光画像解析装置での観測
　転移したリンパ節は主に，門脈や腸管膜周囲のリ
ンパ節に転移していた．手術顕微鏡蛍光画像解析装
置での観察では膵腫瘍部に光線により励起した
PH－1126の赤い蛍光を認め，周囲の正常膵には蛍光
を認めなかった．また食物に含まれるクロロフィル
のために腸管も赤い蛍光を認めた（図11）．一方，腸
管膜動静脈周囲の転移したリンパ節にも，赤い蛍光
を認めることができた（図12）．また，転移したリン
パ節をホルマリン固定後HE染色で検鏡し，　VXII
癌細胞を確認した（図13）．
VI．考 察
　PH－1126は404．4nm　にSoret帯，500．4　nm，
596．8日間及び，652．4nmにQ帯を有する吸収ス
ペクトルを示す．これらの吸収波長及び蛍光波長は
腫瘍組織内に取り込まれるとほぼ10nm長波長に
移動する．PH－1126は，血液中の赤血球に含まれる
ヘモグロビン等の生体物質の吸収から逃れるため
652．4nmに吸収帯を持ち，従来使用されてきたへマ
トポルフィリン誘導体であるHpDの628　nmより
も長波長に存在する．そのため赤血球の吸収に妨害
されずに励起されやすく，効率良く活性酸素を産生
させることが可能である．そしてHpDは皮膚の光
感作性が強く皮膚への光障害が問題とされてきた
が，河部10）らの報告ではPH－1126は，皮膚への集
積が少なく，かつ腫瘍集積性に優れているとされて
いる．
　VXII癌種は，1933年Shope15）16）により報告され
たShope　papillomaより発生する扁平上皮癌を家
兎に対し可移植性の細胞株に分離したもので，局所
リンパ腺への転移を来しやすく悪性腫瘍としての性
格がうかがえる．VXII癌の組織学的形態は，乳頭腫
ではなく未分化な扁平上皮癌としての組織像を持っ
ているため，角化を来さず，ケラトピアリン穎粒も
認めないことが特徴である17）．
　膵臓癌は，解剖より生検不可能な位置に存在し，
診断に際し複数の検査を行う必要がある．そして手
術での摘出標本が確定診断になる．また，膵頭部癌
では，胃，十二指腸，胆道合併切除を余儀なくされ，
進行例では，肝切除，門脈，肝動脈再建などの拡大
手術も要すことがある．ゆえに消化器手術のなかで
も手術侵襲は大きい．一方，化学療法や放射線療法
での治療効果も手術に比べると低い．
　光線力学的治療，Photodynamic　Therapy（PDT）
は，光感受性物質とレーザー光による光化学反応に
より，活性化酸素を生じさせて腫瘍細胞を壊死させ
る手法である．
　1979年に，Dougherty11）らによってヒトの腫瘍に
対するPDTの報告がなされてから，本邦では加藤12）
らが早期肺癌の治療に応用し現在臨床第III相試験
を終え，三村13）らが食道癌，胃癌，久住14）らが膀胱
癌でのPDTの報告をしている．膵臓癌において，
PDDが臨床応用できれば，診断も容易になり，PDT
への臨床応用の可能性もある．
　PH－1126投与後72時間前後では腫瘍部分と正常
部分との境界が明瞭になってくる．桜井9）らは肝腫
瘍と正常肝部分とのPH－1126の蛍光強度の差は48
時間前後であると報告している．河部10）らの報告
で，各正常組織により親和性，消失時間の多少の違
いはあるが，PH－1126は長期間にわたり腫瘍に滞在
し，ほとんど正常組織から排泄されるため，正常組
織と腫瘍の集積性の差が大きくなると推測される．
本研究では正常膵部と膵腫瘍部のスペクトル強度の
比が72時間で最高の16．1倍となり，両者の差を応
用して，PDDに充分適応できると考えられる．
　臨床において，リンパ節転移の有無は手術の際，
切除範囲の決定，癌の進行度及び手術の根治性の判
断に重要な因子である．実際の手術では転移の有無
を迅速病理診断に委ねなければならず，摘出標本を
固定し診断する時間と固定標本が観察しずらいこと
に難点がある．手術顕微鏡蛍光画像解析装置を用い
ると，腫瘍，転移したリンパ節の蛍光を認め腫瘍，
（6）
一　556　一 東京医科大学雑誌 第52巻第5号
リンパ節の局在診断の可能性があり，臨床応用への
可能性を示唆することができた．
V．結 語
　1．58例の日本白色兎の膵臓にVXII癌細胞株を
注入し57例の実験膵腫瘍を作製した．
　2．正常膵組織では，PH－1126投与後48時間で
PH－1126の蛍光強度は最高値を示し，その後急速に
減衰した．
　3．膵腫瘍部分では，PH－1126の蛍光強度は投与
後72時間で最高値を認め，以後緩やかに減衰した．
　4．正常膵組織と膵腫瘍部分のPH－1126の蛍光
強度の比較では，PH－1126注射後72時間で16．1倍
の差を認めることができ，PDDに充分適応できると
考えられる．
　5．蛍光顕微鏡での観察で，開腹下に腫瘍，転移し
たリンパ節にPH－1126の蛍光を認めることがで
き，臨床応用への可能性を示唆することができた．
　稿を終わるにあたりご指導，御校閲を授かりまし
た恩師木村幸三郎教授，ならびに小柳泰久教授に深
甚なる感謝の意を表すとともに，研究にあたり御教
鞭を頂いた生理学教室内野善生教授に深謝致しま
す．また御協力頂きました第二生理学教室員ならび
に外科第三講座医局員に感謝致します．
　本論文の要旨は，第40回消化器外科学会，第13回
日本レーザー医学会大会，第17回外科系連合会にて
発表した．本研究の一部は文部省科学研究費補助金
の援助によった．
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